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摘 要 
研究背景：原发性肝细胞癌（以下简称原发性肝癌）是肝脏主要的恶性肿瘤，
由于其起病隐匿，进展迅速，确诊时大多数患者已达到晚期或发生远处转移，治
疗困难，因此提高原发性肝癌的诊断及愈后至关重要。有研究证明内源性大麻素
系统可以通过多条通路产生抗肿瘤作用，但其与原发性肝癌发生发展的关系及治
疗作用尚未完全阐明。 
目的：本课题通过相关实验技术研究内源性大麻素系统与原发性肝癌之间的
内在联系，探讨相关机制，以期发现原发性肝癌发生早期的生物标志物；并通过
调控内源性脂质，探讨有效治疗原发性肝癌的特异性靶标。 
方法：本课题共收集 48 例临床肝癌样本以及对应癌旁组织，采用 LC/MS 检
测样本中内源性大麻素以及神经酰胺等脂质表达规律；采用 Real-time PCR、
Western Blot 等分子生物学实验技术初步探讨其变化机制；在体外实验中，使用
HepG2 肝癌细胞进一步验证调控内源性脂质的作用。 
结果：肿瘤组织内 AEA 的含量较正常组织中有所降低，2-AG 则有明显上升
趋势，而 OEA 和 PEA 未见变化。检测其合成代谢酶的表达发现，肿瘤组织中
AEA 分解大于合成且其受体 CB1 表达下降；2-AG 合成大于分解，其受体 CB2
表达上升。不同种类的神经酰胺含量在肝癌和正常组织中存在显著差异，其中
C12:0、C16:0、C18:1 和 C24:1 神经酰胺显著升高，C18:0 和 C24:0 明显下降，
C20:0 和 C22:0 变化不大。硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 SCD1 在肝癌组织中的表达明
显高于正常组织。 
结论：在肝癌组织中，内源性大麻素系统发生了明显变化，下游信号通路神
经酰胺的含量发生明显变化，C18:0 和 C18:1 可以共同作为原发性肝癌发生的生
物标志物，SCD1 可以作为研究原发性肝癌的靶点之一。  
关键词：原发性肝细胞癌，内源性大麻素系统，神经酰胺，硬脂酸辅酶 A 去
饱和酶，脂代谢
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Abstract 
Background：Hepatocellular carcinoma (HCC) is the major malignant cancer of 
liver, which has the feature of secret beginning and fast progress. Most patients have 
been diagnosed in advanced stage or occurred transplantation, which means not 
amenable for therapies. As a consequence, effective approaches for prevention and 
diagnosis to HCC have been desperately needed. Researches have been identified that 
the endocannabinoid system has the anticancer effects through several passways, 
however,its role and mechanism on HCC still need more researches.  
Objectives: The LC/MS and molecular biology techniques have been used to test 
the lipid metabolism changes in HCC, aiming to find out the targets in the HCC 
treatments.   
 Methods: 48 clinical samples that contained cancer and corresponding adjacent 
tissues had been collected from the hospital. Endocannabinoids (AEA, 2-AG, PEA 
and OEA) and ceramides had been tested by LC/MS. Experimental techniques of 
molecular biology such as Real-time PCR and Western Blot had been used to explore 
the mechanisms. What’s more, a kind of inhibitor of SCD1 had been used to explore a 
new way to treat HCC in liver cancer cells. 
 Results: The endocannabinoid AEA decreased while 2-AG increased, there were 
no differences between the cancer tissues and the normal corresponding with OEA 
and PEA. We found that anabolism and catabolism of AEA and 2-AG are quite 
opposite through the test of related enzymes responsible for synthesis and hydrolysis 
via RT-PCR, AEA hydrolyzed more while 2-AG synthesized more. CB1 
downregulated while CB2 upregulated in both gene and protein.The levels of C12:0, 
C16:0, C18:1 and C24:1 ceramides increased while C18:0 and C24:0 ceramides 
decreased, the C20:0 and C22:0 ceramides remained no differences through LC/MS. 
The crucial enzyme related in free fatty acids synthesis SCD1 obvious increased in 
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cancer tissues. 
 Conclusion：Our data demonstrated that the alteration of endocannabinoids 
system in HCC, which could be an effective target in the treatment of HCC. As one of 
the downstream moleculars of endocannabinoid system, ceramides altered in HCC, 
C18:0 and C18:1 ceramides may become the biomarkers of HCC. SCD1 could be a 
promising target treating HCC. 
 Keywords: HCC, endocannabinoid systems, ceramides, SCD1, lipid metabolism   
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第一章 前言 
1.1 原发性肝细胞癌成因与诊断 
原发性肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC，以下简称原发性肝癌）是
肝脏主要的恶性肿瘤，全球每年约有 600，000 患者死亡，在亚洲和非洲的发生
率最高。地区特有的乙型肝炎和丙型肝炎的高患病率容易诱发慢性肝病经肝硬化
最终发展为原发性肝癌[1]，据统计，原发性肝癌在我国的致死率仅次于肺癌，高
发于东南沿海及东北吉林等地区[2]，其主要表现为肝肿大，肝区持续性钝痛或胀
痛，患者乏力、消瘦、食欲减退、腹胀等全身和消化道症状。目前肝脏切除或者
进行肝脏移植是治疗原发性肝癌的传统疗法[3]，但是，接受手术的患者经常复发
和转移，术后 5 年内存活率只有 30%-40%[4]。 虽然通过流行病学研究已经大致
确定诱发原发性肝癌的主要因素以及原发性肝癌的病变过程，但是导致肿瘤发生
的分子机制仍需进一步研究。因此寻找诱发原发性肝癌的因素及其致病机制至关
重要。 
1.1.1 原发性肝癌的成因 
很多因素可以诱发原发性肝癌，如慢性肝炎病毒[1，3]、黄曲霉毒素[5]、酗酒[6]、
非酒精性脂肪肝病[7]、糖尿病[8]、肥胖[9]和血色素沉着症[10]等，且随着不同地区
环境及人们生活习惯的变化而变化，比如亚非大部分人们因感染慢性乙型肝炎病
毒患病，美日等发达国家则主要因为感染丙型肝炎病毒。下面就几个主要因素进
行简单论述。 
乙型肝炎病毒(Hepatitis B virus，HBV) ，原发性肝癌的头号诱因，全球至少
有 50%的肝癌患者曾感染过 HBV[11]。在我国 HBV 主要由母婴传播，90%感染婴
儿发展成为慢性乙型肝炎，因此我国成为慢性乙型肝炎及肝癌发生的重灾区[12]，
慢性 HBV 感染经由慢性乙型肝炎和活动性肝硬化是发生的主要途径。乙肝病毒
可通过间接方式（肝细胞炎症坏死伴随的增生过程中，出现转化细胞克隆性扩增，
有的经癌前病变腺瘤性增生而发展为肝细胞癌[13]）和直接方式（将病毒基因整
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合到宿主 DNA 上）诱发原发性肝癌。 
丙型肝炎病毒（Hepatic C virus，HCV），在西方发达国家及日本流行较广。
在美国，慢性丙型肝炎是罹患原发性肝癌的主要因素，HCV 不仅可以增加肝脏
的炎症和纤维化，而且可以增加被感染细胞的恶性转移，提高患原发性肝癌的概
率[14]。 
黄曲霉毒素（Aflatoxin，AFT）是一种有强烈生物毒性的化合物，常由黄曲
霉及寄生曲霉等几种霉菌在霉变的大米，豆类和花生等谷物中产生，是强致癌物
质。黄曲霉毒素在人体内主要由肝脏代谢，产生活性环氧化中间产物或羟基化，
可以使肿瘤抑制基因 p53 上发生 G-T 的突变[15,16]，虽然没有确切证据论述黄曲
霉素和原发性肝癌的直接联系，但是在中国启东地区的调查表明，在黄曲霉毒素
肆虐地区的慢性肝炎患者转变为原发性肝癌的风险高达 60 倍[17]。 
酗酒（Alcohol），感染有丙型肝炎或者乙型肝炎患者大量酗酒会加速肝硬化
的发生，即酗酒与肝炎病毒感染有协同作用。1995-2004 年调查 15,000 名 HCV
感染患者研究的 meta 分析表明，与少量摄入或不摄入酒精的患者相比，大量酗
酒的肝硬化患者的合并相对风险率为 2.33[18]。这种协同作用在原发性肝癌的发
展过程中也被发现，Donato 等人的研究表明，在每日摄入酒精量超过 60g（6 罐
啤酒，6 杯果酒）的人群中，原发性肝癌的患病率明显提高，如图 1-1[19]。 
图 1.1 根据酒精摄入量在感染 HBV 及 HCV 情况下患原发性肝癌的几率，图表
通过拟合样条回归模型得出。引自 1995-2000 年意大利布雷西亚所得数据获得[19] 
肥胖、非酒精性脂肪肝病和糖尿病（Obesity，Non-alcoholic Fatty Liver 
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Disease，NAFLD，Diabetes and Fat）肥胖经常导致包括代谢综合征，Ⅱ型糖尿
病和非酒精脂肪肝病以及非酒精性脂肪肝炎在内的健康问题，被认为是几种常见
癌症的主要诱发因素，其中以肝癌和胰腺癌的风险最高[20]。 
在美国，非酒精性脂肪肝病是导致慢性肝炎的头号元凶，而内脏型肥胖和胰
岛素抵抗等代谢性综合征的特征几乎存在于所有 NAFLD 患者中，由 Tania 等人
做的一份关于美国代谢性综合征和原发性肝癌、肝内胆管癌的统计分析结果表
明，代谢性综合征与原发性肝癌的发生有紧密的联系[21]，很可能使 NAFLD 发展
为非酒精性脂肪肝炎（NASH）而最终诱发癌症。但同时也有人对 NASH 患者进
行了长达 21 年的追踪，发现没有发生肝硬化的患者患原发性肝癌的概率很小[7]，
而患有非酒精性脂肪肝炎并发肝硬化的患者有很大风险[22-25]。 
大部分糖尿病患者伴有胰岛素抵抗、体内糖代谢紊乱等症状。研究人员根据
一组在 1985-1990 年间新加坡-中国健康中心就诊的约 80 万名患者的情况进行
COX 比例风险生存分析，除去感染有肝炎病毒和酒精肝的患者，按照糖尿病：
非糖尿病=1:3 比例计算，结果糖尿病患者患有原发性肝癌的概率高于其他患者
[26]。 
1.1.2 原发性肝癌的主要分子机制 
原发性肝癌的发生是一个复杂的过程，由于病毒感染或者受到肝毒性药物的
损害而导致的肝脏异常变化引起了细胞信号通路的分子变化，从而改变相应的基
因表达，接下来介绍已经证实的在肿瘤细胞中主要涉及的细胞信号通路。 
Wnt/β-Catenin Pathway，在维持内环境稳态，细胞增殖、分化、运动和凋亡
中高度保留的信号通路[27]，主要由 Wnt 蛋白， Frizzled 家族跨膜受体蛋白，糖
原合成激酶 3（GSK3），腺瘤性结肠息肉癌蛋白（APC），β-连环蛋白（β-catenin），
轴蛋白（Axin）等构成，在原发性肝癌等一系列癌症中出现功能失调[28]，当机
体由于遭受肝炎病毒感染（HBV,HCV）或者过量酗酒而诱发原发性肝癌时，
frizzled-7 蛋白表达上调和 β-catenin 蛋白的去磷酸化[29,30]。因此，使 Wnt 通路失
活可以作为潜在的肿瘤靶标。 
p53 通路，在大部分人类肿瘤中，肿瘤抑制因子 P53 基因由于单点突变而失
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活[31]，虽然在其余癌症中 p53 的表达未受影响，但是能够使细胞循环处于静息
期的 p53 信号通路功能缺失[32]。正常情况下，细胞内 p53 的含量很低，当感受
到细胞内外的压力信号时，p53 的表达随即上调。紫外线、γ 射线和化疗药物等
可以通过破坏 DNA 的方式同样以共价修饰的方式激活 p53 通路。在原发性肝癌
中 p53 的基因突变和失活有重要影响。 
丝裂原活化蛋白激酶通路（Mitogen-Activated Protein Kinase Pathway，
MAPK），是一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，广泛存在于哺乳动物的体细胞内，
丝裂原活化蛋白激酶家族主要有 5 个 MAPK 亚族，他们包括细胞外信号调节激
酶 1 和 2 （extracellular regulated protein kinases,ERK 1/2)，大丝裂原活化蛋白激
酶-1（big mitogen activated protein kinase 1 ，BMK-1/ERK5）, c-Jun 氨基末端激
酶（c-Jun N-terminal kinase 1,2 and 3， JNK1/2/3） ,应激活化蛋白激酶 2
（stress-activated kinases 2，SAPK-2）同源染色体 α，β 和 δ（p38 α/β/δ）和 ERK6,
即 p38 γ[33]。这些激酶的活化依赖于活化环上 T 和 Y 残基的双重磷酸化。MAPK
通路在细胞内存活、分化、粘附和增殖中起信号传导作用[34,35]。肝炎病毒蛋白可
以通过调节 MAPK 通路中的多重信号分子促进细胞增殖与粘附[36]，在原发性肝
癌中，抑制 Ras/Raf-1/ERK 通路的蛋白 Spred 的表达下降，增加 Spred 的蛋白表
达可以使 ERK 的活化过程受到抑制[37]，意味着 Spred 可以成为治疗原发性肝癌
的靶标。 
1.2 内源性大麻素系统简介 
大麻，是原产于印度的一年生桑科草本植物，在地球上绝大部分热带和温带
地区都能生长。人类种植大麻已经有 5000 多年的历史，大麻的作用广泛，大麻
杆中富含粗纤维，大麻种子可以当做植物，当然，最主要的是早期人们发现吸食
大麻可以产生迷幻作用，因此印度原住民把大麻当做宗教仪式的辅助手段，后来
逐渐用来治疟疾等传染病或风湿等疼痛症。1964 年以色列科学家 Raphael 
Mechoulam 在大麻中提取出含有烷基和单萜分子结构的天然产物四氢大麻酚
（Δ9-THC），并证实这就是大麻的主要活性成分[38]。后续研究显示，四氢大麻酚
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的功能非常复杂，既可以作为止疼药使用，又可以和中枢系统中的大麻素受体相
结合，让人产生强烈的愉悦感，同时还会增加服用者的食欲，具有精神疗效。 
图 1.2 四氢大麻酚示意图 
1990 年，科学家克隆出两种大麻素受体（cannabinoid receptor 1 and 2， CB1 
and CB2），大麻素受体的发现解释了四氢大麻酚的作用机制，THC 通过模拟其
内源性配体与大麻素受体结合而产生一系列生物作用的过程被人们逐步揭开了
神秘的面纱[39,40]，同时焦点转移到寻找大麻素受体的内源性配体上。90 年代中
期随着内源性大麻素配体 N-花生四烯酸乙醇胺（N-arachidonoylethanolamine, 
AEA）和 2-花生四烯酸单酰基甘油（2-arachidonoylglycerol，2-AG）[41-44]的发现，
20 年中，AEA 和 2-AG 的合成、降解途径及其作用酶，与内源性大麻素相关的
配体、受体的发现进一步扩大了研究范围与深度。与大麻素相关的配体、受体和
酶被统称为内源性大麻素系统（Endocannabinoid System，ECBs）。 
内源性大麻素系统作为一个极其重要的神经化学系统，与镇痛、神经保护、
免疫调节、学习与记忆、心血管、能量代谢、肿瘤等多方面存在关联，并参与一
些疾病的病理过程。 
1.2.1 大麻素受体 
目前已证实，人体中主要存在两种大麻素受体：CB1 受体（Cannabinoid 
Receptor 1）和 CB2 受体（Cannabinoid Receptor 2）。CB1 受体主要存在于中枢神
经系统，外周脏器有少量的表达; CB2 主要存在于免疫系统和胃肠道中，CB1 和
CB2 同属 G 蛋白偶联受体（G-Protein Coupled Receptor，GPCR）[45]，分别由
CNR1 和 CNR2 基因编码，二者的氨基酸序列有 48%的同源性，跨膜区的同源
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性更高达 68%[46]。 
CB1 受体主要分布于基底神经节、海马 CA 锥体细胞层、小脑和大脑皮质[47]、
脊髓和外周神经系统[48]中，在肺、肝脏、肾脏、消化道以及生殖系统内也有少
量表达，激活 CB1 受体主要引起中枢反应和部分外周反应，与运动控制、记忆
认知能力、情绪控制、感官知觉和自主内分泌功能有关。 
CB2 受体主要分布在外周免疫组织，如脾脏边缘区、扁桃体、胸腺及胃肠道
中，在背根神经节、脊髓等中枢神经系统也有少量表达。CB2 受体主要表达于肥
大细胞、巨噬细胞、B 细胞、T4 细胞、T8 细胞、自然杀伤细胞及与中枢系统免
疫有关的小胶质细胞中[40,49,50],介导细胞因子的释放，调节免疫反应。  
1.2.2 内源性大麻素及其类似物 
大麻素受体的发现带动了对其内源性配体的探索，1992 年，Davine 等人从
猪脑中分离出 N-花生四烯酸乙醇胺(N-Araehidonoyl ethanolamide Anandamide , 
AEA)并确认为一种内源性大麻素，其结构如下图 1-2 所示，主要通过激活 CB1
和 CB2 两种受体发挥作用。AEA 对 CB1 受体的亲和力要大于 CB2 受体
（Ki=52nM）。与受体结合后，AEA 可以抑制腺苷酸环化酶，抑制 N 型，P/Q 型
和 L 型 Ca2+离子通道，活化内部整流 K+离子通道从而抑制神经递质释放，表现
出镇痛、胃肠蠕动减慢、运动减弱及强直的作用，因此成为神经系统中的重要脂
类媒介[51-56]。同时有研究证明 AEA 可以与瞬时性感受器辣椒素受体（transient 
receptor potential vanilloid 1，TRPV1） [57]和过氧化物增殖物酶体激活受体
（Peroxisome proliferator-activated receptor，PPAR-α）[58] 等其他受体结合。 
1995 年，Sugiura et al 和 Mechoulam et al 分别报道了大麻素受体的另一种内
源性配体 2-花生四酰基甘油（2-arachidonoylglycerol,2-AG），它是由甘油在 2 位
连接酰基形成的单酰基甘油骨架连接花生四烯酸构成的，2-AG 在脑内和身体各
器官中的含量远远高于 AEA，与 CB1 和 CB2 受体都可以结合，但是与 CB2 受
体的亲和力要大于 CB1 受体。它可以抑制小鼠脾细胞的腺苷酸环化酶活性，在
小鼠体内具有镇痛、抗炎、抗癌、神经保护、生育调节的作用[44]。  
此外，其他的可以结合大麻素受体的内源性化合物相继分离出来，同样被称
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